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論文内容の要旨
〔目的〕
神経特異的に発現する RNA結合蛋白質 Hu は、神経前駆細胞から成熟したニューロンに至るまで高い発現を示し、
転写後調節機構を介して神経細胞への分化誘導能をもっ蛋白質である。 Hu 蛋白質は、複数の標的 RNA の蛋白質への
翻訳過程を統合的に転写後調節することで、神経細胞への分化を適切に開始し得ると考えられる。そこで今回、 Hu
蛋白質の神経分化における役割を生化学的に解析し、その分子機構を検討した。
〔方法ならびに成績〕
-Hu 結合蛋白質の同定一
Hu 蛋白質の神経分化誘導機能の分子機構を明らかにする第一段階として、生化学的手法を用いて Hu 結合蛋白質
の同定を試みた。 FLAG タグを付加した HuB 蛋白質を高発現させた 293T 細胞抽出液から、抗 FLAG 抗体を用いて
免疫沈降し、過剰量の FLAG ペプチドを添加して溶出精製した。次に精製したサンプルを SDS-PAGE で展開し、こ
れら全てのバンドをゲル内でトリプシン消化した。それぞれのバンドから得られたペプチド断片を MALDI-TOF 型の
質量分析計を用いて解析し、 Hu 複合体の構成分子を同定することに成功した。この実験で Hu 複合体構成分子とし
て、 RNA結合蛋白質 hnRNPK、核蛋白質 NF45、アルギニンメチルトランスフエラーゼ skb-1 ホモログが得られた。
これら分子の中で DICE (differentiation control element) を含む mRNA の翻訳抑制因子である hnRNP K に着目
して以下の実験を行った。 hnRNPK は、 293T 細胞を用いた共発現実験及び in vitro pull down アッセイにおいても
HuB 蛋白質と結合することが確認された。
-hnRNPK は、 p21mRNA の翻訳を抑制する-
細胞周期抑制因子 p21 遺伝子の 3' 非翻訳領域(旦叫ranlation region, UTR) には、 Hu 蛋白質の結合配列である
ARE (AU -rich element) が存在し、 Hu はこの配列に結合して p21 蛋白質の発現を正に制御している事が知られて
いる。一方で、 Hu 結合配列の下流には、 hnRNP K の結合しうる CU rich 配列が存在していることを見いだした。
それ故、 hnRNPK が p21mRNA に結合している可能性を考え、免疫沈降 RT-PCR、 biotin 化 RNApull down アッ
セイおよびゲルシフトアッセイを行った。その結果、 hnRNP K は、 ln V1VO及び in vitro において p21 mRNA と結
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合することが明らかとなった。次に、 p21mRNA の 3'UTR を繋いだルシフエラーゼを用いたレポーターアッセイを
行い、 hnRNPK の p21mRNA に対する翻訳抑制の有無を調べた。その結果、 hnRNPK の結合配列をもっ場合のみ
hnRNPK の量依存的なレポーター活性の減少がみられた。また、ルシフエラーゼの mRNA 量はノーザンプロットの
結果により変化がみられなかった。これらの結果から hnRNP K が p21 mRNA に対しで翻訳抑制作用を持つことが
示された。
-p21 遺伝子は、 NIE-115 細胞の分化過程で転写後調節される一
神経芽細胞腫 NIE-115 細胞の DMSO 誘導による分化系(神経突起の形成)を用いて、 p21 の発現が転写後に制御
されているかどうか調べた。この分化過程において、 p21 の蛋白質量は分化後 96 時間で劇的に増大したが、 mRNA
量の増加は約1.3 倍で、ほぼ一定であった。また、 3'UTR を付加したレポーターアッセイにおいても、分化後にレポ
ーター活性が増強した。このことは、 p21 蛋白質量の変動は、分化過程において少なくとも転写後に調節を受けてい
ることを示している。
-Hu-p21 経路を介した N1E-115 細胞の増殖抑制と分化誘導に対し hnRNPK は措抗作用をもっ-
次に、 HuB、 hnRNP K 及び p21 蛋白質の N1E-115 細胞の分化及び増殖に与える影響について解析した。その結
果、 HuB、 p21 を過剰発現させると、 N1E-115 細胞の増殖抑制及び分化促進がみられた。しかし、 hnRNPK を過剰
発現すると、このような影響がみられなかった。この HuB による増殖抑制と分化誘導活性は、 p21 遺伝子に対する
siRNA 法でその発現量を低下させると部分的に減少することが分かつた。このことは、 p凶21 が Hu の下流遺伝子の一
つとして分化誘導及び
を過剰発現させると、その量依存的に Hu の作用を減弱させることが明らかとなった。
〔総括〕
以上の結果により、 2 つの RNA結合蛋白質 Hu と hnRNP K が p21 mRNA の転写後調節において桔抗的に働き、
細胞増殖から神経分化へのタイミングをコントロールしていることが示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は、転写後調節機構を介し神経細胞への分化誘導能をもっ RNA 結合蛋白質 Hu の機能解析をしたものであ
る。 Hu による神経分化誘導能は、どのようなタイミングでどの遺伝子群に対して行われているのかなど詳細な解析
はなされていなかった。本論文で、 Hu 蛋白質が神経芽細胞腫 N1E-115 細胞の分化誘導能、細胞周期抑制作用及び cdk
インヒピターp21 遺伝子の発現促進作用を持つ事を明らかにした。また p21 の発現は、 3' 非翻訳領域を介した転写後
調節により制御されていた。生化学的手法を用いて、Hu結合因子として RNA結合蛋白質hnRNPK を同定し、hnRNP
K もまた p21 の 3' 非翻訳領域に結合すること、さらに p21 の翻訳を抑制することを見い出した。 p21 の siRNA を用
いた実験により、 p21 が Hu の下流因子として分化誘導及び細胞周期の停止に関わっていることを示し、この Hu-p21
経路が hnRNP K と措抗していることがわかった。これらの結果により、 2 つの RNA 結合蛋白質 Hu と hnRNP K 
の p21 の転写後調節を介した桔抗作用が、細胞の増殖から神経分化へのタイミングをコントロールしていることが示
唆された。これらの結果は、転写後調節を介した複雑な分化制御機構の解明への手掛かりとなり、本研究が学位に値
するものと認める。
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